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論文内容要旨
研究目的
 アミノ酸インバランスにより抗腫瘍効果が得られることは,教室のInviVOのこれまでの実験
 で明らかにされている。一方その作用機序に対する充分な解析はなされていない。本研究はIn
 vitroの実験によりインバランスの癌細胞に対する作用機序を明らかにすることを目的として行
 われた。
方法
 培養細胞にはラット腹水肝癌細胞(AH109A)とヒト食道癌由来株化細胞(TE2,TE8)
 を用いた。培地はMEM,DM160を用いた。
 実験1完全培地中必須アミノ酸の経時的変動:MEM培地で細胞を培養し,24時間毎に個
 々 のアミノ酸濃度を測定し検討した。
 実験E特定必須アミノ酸欠乏培地による細胞数の変化と欠乏させたアミノ酸の再添加による
 細胞増殖回復二特定必須アミノ酸欠乏培地での培養期間が0日,2日,4日,6日,8日,10
 日の6群を作成した。各群とも前記培養期間が終了後完全培地で置換し,置換日,置換2日目,
 4日目に細胞数を算定した。
 実験皿InvitroとInvivoにおけるアミノ酸濃度と増殖率:各種必須アミノ酸の10段階
 (0,1×10、'3,3x10-3,1×10-2,3×10-2,1x10一1,3×10一',1.0,3,0,10.0,
 μmole/mI)の濃度別培地で4日間細胞を培養した。細胞教は開始日(A),4日目(B)に
 算定し,増殖率(一B/A)で評価した。ここで得たアミノ酸濃度と増殖率の関係と,教室の
 Invivoの実験結果とより,InvitroとInvivoの同じアミノ酸濃度での増殖率を比較した。
 Invitroの腫瘍増殖率は「血清インバランスアミノ酸濃度でのAHIO9A細胞の増殖/至適濃度
 での増殖」で求め,Invivoは「インバランスの下での腫瘍体積/コントロールの腫瘍体積で
 求めた。
 実験IV細胞増殖に影響を及ぼす複数アミノ酸間の相互作用:全アミノ酸及び特定必須アミ
 ノ酸のみを稀釈した培地(0、01倍,0.03倍)にて培養し,増殖率の違いを調べた。細胞数は開
 始日と4日目に算定した。更に前記の実験でバリンが相互作用を有することが判明したので,バ
 リン単独,バリン+ロイシン,バ1〕ン+イソロイシン,バリン+イソロイシン+ロイシンの各々の組合せ
 について8段階(0,1xlO『3,3×10-3,1×10-2,3×1r2,1x10『1,3×10-1,LO倍)
 にこれらを稀釈した培地を用い,バリンと相互作用を有する分枝鎖アミ酸を検討した。
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結果
 実験1の結果:培地中必須アミノ酸の減少比は3種の培養細胞とも増加時間と関係なく一定で
 あった。減少比はロイシン,イソロイジン,バリン,'リジ・ン,スレオニン,フェニルアラニン,
 メチオリン,トリプトファンの順に大きく,分枝鎖アミノ酸の減少比は全必須アミノ酸減少比の
 67%を占めていた。
 実験IIの結果:メチオニン及びバリン欠乏が細胞数減少と増殖回復の点でもっとも強い細胞
 障害をひきおこした。実験1の結果でメチオニンは減少比が少なく,減少比と細胞障害は必ずし
 も相関しなかった。一方メチオニン欠乏が最も細胞障害が強いとはいえ,同培地で6日間培養し
 ても増殖は回復し,TE2,AH109Aはともに必須アミノ酸欠乏に長期間耐えられることがわ
 かった。これはアミノ酸インバランス療法のみで充分な殺細胞効果を得ることが困難で,他の合
 併療法の必要性を示している。
 実験皿の結果:Invitroに比べInvivoの方が腫瘍増殖抑制が20～40%強かった。これは
 アミノ酸インバラン・スの腫瘍増殖抑制効果が欠乏アミノ酸濃度低下以外の因子を含んでいること
 を示唆している。
 実験Wの結果ニバリンとロイシンは細胞の増殖に影響を及ぼす相互作用を有するアミノ酸で
 あった。即ち・イシン/バリン比が大きくなると,同じバリン濃度でも増殖抑制が強くなること
 がわかった。アミノ酸インバランス療法では血清アミノグラムパターンに乱れが生じるのが特徴
 的であるが,この結果は直接的,間接的にひきおこされる・イシン/バリン比の増大が腫瘍増殖
 抑制効果を増強する可能性を示唆している。
結論
 ⑨アミノ酸インバランスでは単なるアミノ酸濃度の低下による増殖抑制以上の著明な抗腫瘍効
 果がみられた。⑤この増殖抑制効果に複数アミノ酸間の相互作用が関与しており,現時点では特
 にロイシン/バリン比が大きく影響していることが明らかとなった。⑥アミノ酸インバランスの
 抗腫瘍効果はInvltroの実験では明らかにし得ない未知の因子の存在が示唆された。
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 審査結果の要旨
 近年発達した中心静脈栄養法を用いて特定アミノ酸を欠乏または過剰にさせると生体内ではア
 ミノ酸インバランス状態が惹起され,腫瘍縮小効果がもたらされることがわかっている。本研究
 は培養細胞を用いた実験系により,アミノ酸インバランスの癌細胞に対する増殖抑制効果の作用
 機序を解明するために行なわれた。(方法)培養細胞はラット腹水肝癌細(AH109A)とヒト
 食道癌由来株化細胞(TE2,TE8)を用いた。培地はMEM.DM160を用い,透析血清を
 5%になるように加えた。実験1完全培地中必須アミノ酸の経時的変化:MEM培地で細胞を
 培養し,24時間毎に4日間培地中のアミノ酸濃度を測定し検討した。実験H特定必須アミノ酸
 欠乏培地による細胞数の変化と欠乏アミノ酸再添加による細胞増殖回復:特定必須アミノ酸欠乏
 培地での培養期間が0,2,46,8,10日の6群を作成し,各群とも前記培養期間が終了後
 完全培地で置換し,置換日,2日目,4日目に細胞数を算定した。実験㎜invitroとinvivo
 におけるアミノ酸濃度と細胞増殖:各種必須アミノ酸につき10種の濃度別培地で4日間細胞を培
 養し,アミノ酸濃度と細胞増殖率の関係を求めた。ここで得た結果と教室のこれまでのinvivo
 (アミノ酸インバランス)の結果より,invitroとinvivoにおける,同じアミノ酸濃度での腫
 瘍及び細胞の増殖率を比較した。実験W細胞増殖に影響を及ぼす複数アミノ酸間の相互作用:
 全アミノ酸及び個々の必須アミノ酸を同じ稀釈率で稀釈した培地で4日間培養し,増殖の違いを
 検討した。更に前記の実験でバリンが他のアミノ酸と相互作用を有することが判明したので,バ
 リンと分枝鎖アミノ酸の相互作用を詳細に検討した。(結果)実験1:培地中必須アミノ酸の減
 少比は3種の培養細胞とも倍加時間と関係なく一定であった。実験H:メチオニン及びバリン欠
 乏が最も強い細胞障害をひきおこし細胞数の減少と増殖回復の遅延が認められた。実験皿:低ア
 ミノ酸濃度では,invitroに比べinvivoの方が腫瘍増殖抑制が20～40%強かった。実験IV:バ
 リンとロイシンはロイシン/バリン比が大きくなると同じバリン濃度でも増殖抑制が強くなると
 いう相互作用を有していた。以上の研究内容をまとめると,a)アミノ酸インバランスでは単なる
 アミノ酸の濃度低下による増殖抑制以上の抗腫瘍効果が得られること。b)この増殖抑制効果には
 バリンとロイシンの相互作用が大きく関与していること。c)アミノ酸インバランスの抗腫瘍は
 invitroの実験系では明らかにし得ない未知の因子が存在することの三点が明らかとなった。ア
 ミノ酸インバランスによる抗腫瘍効果を上記のように解析し,invi七roとinvivoの比較や,ア
 ミノ酸の相互作用と腫瘍縮小についての記述は,本邦および欧米ではなく,学術的意義が高く,
 本論文は学位授与に価する。
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